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百亿元。应激活化蛋白激酶（Stress-activated Protein Kinases，以下简称 SAPKs）
途径是细胞内重要的信号通路之一，介导细胞核内外的信号传递，调控细胞内基
因的表达，应对细胞外环境的改变。JNK 和 p38 是该途径上的两个关键蛋白，处
于信号转导的中心。研究表明 SAPK 途径在病毒的感染过程中具有重要的作用。 
本论文旨在对白斑综合征病毒（White Spot Syndrome Virus，以下简称 WSSV）
感染与 SAPK 途径的关系进行初步的探索。在克隆分析凡纳滨对虾 SAPK 途径
的关键激酶 JNK 和 p38 基因的基础上，对序列的分子特征及组织表达谱进行分
析；利用 Western blot 检测 WSSV 病毒感染过程中激酶的磷酸化活性变化情况，
结果表明，JNK 磷酸化活性在 WSSV 感染初期得到提高，而 p38 的活化则发生
在感染晚期；通过在凡纳滨对虾体内进行的 siRNA 干扰实验发现，dsJnk 能显著
地抑制病毒的增殖，而 dsp38 的抑制作用则较弱；此外，在体外培养的螯虾原代
血细胞培养物中添加特异性的抑制剂，阻断 SAPK 途径的信号传递，表明 SAPK
抑制剂（JNK抑制剂SP600125和 p38抑制剂SB203580）不同程度地抑制了WSSV
病毒的复制和病毒基因的转录。 
综上所述，本研究发现通过抑制 SAPKs，特别是 JNK，减少了 WSSV 的复



























下简称 SSH），通过比较高盐环境（盐度 32‰）和低盐环境（盐度 5‰）下凡纳
滨对虾基因表达的差异，从肌肉组织中筛选得到 28 个与对虾适应高盐环境相关
的基因，其中 14 个基因首次在对虾体内发现，其中包括与钙离子转运相关的基
因，Similar to Na/Ca exchange protein isoform 1 和 Sarco/endoplasmic reticulum 
Ca2+-ATPase 等；提高宿主抗逆保护作用的基因 trehalose 6-phosphate synthase 1b 
isoform。同时，还从触角腺组织中发现 6 个差异基因，如与能量代谢相关的基
因 NADH dehydrogenase 和 Cytochrome C oxidase 等。此外，通过半定量 RT-PCR































Part ⅠStress-activated protein kinases are involved in WSSV infection 
Stress-activated protein kinases (SAPKs) are serine/threonine-specific protein kinases 
that respond to extracellular stimuli and regulate various cellular activities. It has been 
reported that SAPKs were involved in various viral infections of mammalian. In 
present study, we cloned JNK and p38 homologs in a crustacean, Litopenaeus 
vannamei, (designated as LvJNK and Lvp38) and identified their role in white spot 
syndrome virus (WSSV) infection. Sequence analysis displayed that LvJNK and 
Lvp38 shared strong similarity with other members of the SAPK family, including the 
conserved dual phosphorylation sites. Western blot analysis showed that the 
activation of LvJNK took place in the early stages of WSSV infection, while that of 
Lvp38 in the late stages. Meanwhile, LvJnk silencing by specific dsRNA in shrimp 
could significantly inhibit the proliferation of the virus. Moreover, inhibition of JNK 
and p38 kinases using specific inhibitors resulted in the reduction of WSSV 
replication and in the delay of WSSV gene transcription. These results for the first 
time indicate that WSSV could activate the SAPK signaling pathways which are 
essential to its infection. It facilitated our understanding of the molecular mechanism 
of virus infection and provided a potential target for preventing the WSSV infection. 
 
Keywords: SAPKs, Litopenaeus vannamei, Procambarus clarkii, WSSV, inhibitors, 
gene silencing 
 
Part Ⅱ Screening of salinity-related genes from Litopenaeus vannamei 
Litopenaeus vannamei is a euryhaline species that is capable of adaptation to a wide 
range of environmental salinity levels. The ability to resist dramatic changes in 
environmental salinities is believed to depend on the osmoregulatory mechanisms. 
These mechanisms are important for the natural life cycle of shrimps and also shrimp 















Osmoregulation mechanisms include the regulation of the shrimp body fluid 
composition with regard to the ambient medium by modifying the surface 
permeability, urine production and ion transport. In this paper, shrimp adaptation to 
salinity of L. vannamei has been studied, Shrimp were acclimated to either high-salt 
environment (32‰) or low-salt environment (5‰), and two suppression subtractive 
hybridization (SSH) libraries were constructed. One comprised the genes relatively 
over-expressed at 32‰ while the other comprised those over-expressed at 5‰. 
Furthermore, we made a preliminary functional analysis for these salinity-related 
genes. We discovered in shrimp muscle 28 high salinity-related genes, in which 14 
were shown for the first time in shrimp, such as trehalose 6-phosphate synthase 1b 
isoform, similar to Na/Ca exchange protein isoform 1 and so on. Similarly, in 
antennal gland we also found six up-regulated genes, such as NADH dehydrogenase 
and Cytochrome C oxidase, and so on. Moreover, expression of the genes were 
further examined by semi-quantitative RT-PCR. And the result was consistent with 
SSH. In this research, we acquired several shrimp salinity-related genes. Further work 
will be proceeded on the function and regulation of these genes. 
 
Key words: Suppression Subtractive Hybridization, Litopenaeus vannamei, 
















第一部分  凡纳滨对虾应激活化蛋白激酶（ stress-activated 






































能被认为是 WSSV 初步诊断的可靠标准。此外，WSSV 还可产生的其他症状如
嗜睡、食量突然减少、身体和附属物变红和出现松散角质层等。WSSV 拥有广泛




颗粒长约 210-380 nm，宽约 70-167 nm。病毒的结构主要由囊膜（envelop）、核
衣壳（nucleocapsid）以及两者之间的被膜层（Tegument）构成。病毒粒子的囊
膜约 6-7 nm 厚，是由内外两层膜以及中间的间质构成。有些纯化的病毒颗粒上
具有一个尾状结构，它可能是病毒囊膜的延伸。病毒的核衣壳位于囊膜之内，长
约 180-420 nm，宽约 54-85 nm，厚约 6 nm。由 14-19 个沿长轴排列的结构单元
组成，每个结构单元约为 23 nm 厚，两两之间有约 6 nm 的间隔。每个结构单元
由一些小环沿长轴叠加而成，每一个小环由两列平行排列的 12-14 个直径 8-10  
nm 的球状蛋白亚基构成，这些球状亚基主要成分是 VP664 蛋白。核衣壳内部是




图 1-1 WSSV 结构示意图[7，8] 





















E 基因的表达，在 IE 基因表达的基础上进行，主要是用于编码病毒 DNA 的复制，
和 L 基因表达所需的蛋白质；病毒 DNA 复制后，L 基因表达的蛋白质被用于病
毒粒子的组装。 
类似其他双链 DNA 病毒，WSSV 转录也存在在一个依赖时间表达的模式。
IE 的表达具有特别重要的作用，它决定宿主范围，激活早期和晚期病毒基因的
编码，改变宿主基因的功能和消除宿主免疫防御相关蛋白[9]。 
















对虾，显示了类似 WSSV 感染症状，这可能是由于潜伏的 WSSV 在环境压力下

















病毒基因转录的蛋白质-DNA 相互作用保守域，包括 Myc 型的螺旋-环-螺旋二聚
体域，亮氨酸拉链域，EF 手性 Ca2+结合域，同源域和 NT-与 DnaJ 域[12]。现在普
遍认为病毒潜伏依赖于几个蛋白因子的相互作用，这些蛋白因子包括参与宿主的
免疫系统和病毒基因调控。对 ORF89 的鉴定表明，它为 4436nt，编码 1437aa 的
核蛋白质，序列中包含一段靠近多肽中心的 NLS，678KMKRKR683，该 NLS 与蛋
白质在细胞核内定位相关。共转染实验证明，ORF89 蛋白能抑制自身、PK 和 TMK
的启动子，这表明 ORF89 参与了抑制病毒的 PK 和 TMK 的作用，从而造成的
WSSV 潜伏，但这个结论仍需要加以论证[13]。 近发现 ORF427 和一种新的虾丝
氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶（PP）存在相互作用[14]，实验表明虾 PP 通过与 ORF427
































表明 WSV249 可与虾泛素 E2 酶 PvUbc 存在相互作用。泛素 E3 连接酶在体外通
过RING-H2域介导泛素化[22]。其他三个含有RING-H2域WSSV蛋白是WSV199，
WSV222 和 WSV403。由于 WSSV 感染可能会导致虾细胞凋亡，而 WSV222 能
使诱导细胞凋亡的虾蛋白（TSL，肿瘤抑制子）泛素化并随后被 26S 蛋白酶降解。












能表明，PmAV 的作用并不是通过编码凝集素。在抗病毒虾中 PmAV mRNA 表
达上调，表明对这个基因的调控是一个精确控制的过程[25]。同样，另一个虾基
因与 RAS 相关的核蛋白（RAN）具有较高的同源性，被发现可能与虾抗病毒反
应有关[26]。此外，还有研究表明蛋白 PmRab7 能直接与 WSSV 囊膜蛋白 VP28
相互作用。中和实验表明，WSSV 和 PmRab7 共同注射虾累计死亡率（15％）显
著低于只注射 WSSV（95％）[27]。随后还发现，Rab GTPase 在抗病毒虾表达上
调[28]。而 Rab GTPase，肌动蛋白，原肌球蛋白和 WSSV 囊膜蛋白 VP466 形成蛋
白复合体提高血细胞吞噬活性而达到抗病毒作用[29]。粘着斑激酶（FAK）是一个
胞浆蛋白酪氨酸激酶，其处于整合素介导的信号通路上。据报道，在 WSSV 感

















细胞免疫反应。因此，在 WSSV 感染中，特别是在早期阶段，MjFAK 的表达/
磷酸化增加，以促进细胞粘附。为了阻止细胞粘附所造成的免疫反应，病毒需要





















作用。Akt 存在着一个 PH 的结构域，这个结构域对磷酸肌醇具有很高的亲和性，

















Christina Ehrhardt and Stephan Ludwig[31]综述了流感病毒（Influenza viruses）
和PI3K/Akt信号通路之间的相关性，表明病毒利用PI3K-Akt达到抗凋亡的作用。 
Xiao W[32]等报道了 PI3K-Akt 信号通路参与 Autographa californica multiple 
nucleopolyhedrovirus （AcMNPV）在 Sf9 细胞侵染中的作用。实验发现在病毒
感染 1h 后 Akt 的磷酸化水平上调并且持续到 18h 后。利用 PI3K 抑制剂后，发
现 Akt 的磷酸化水平受到抑制，说明该病毒在侵染过程，PI3K 和 Akt 两个信号
因子是处于同一信号通路上的。PI3K 抑制剂明显地降低了病毒的复制量，这种
现象只发生在病毒感染的前 24h，所以推测 PI3K-Akt 信号通路的作用主要发生
在AcMNPV病毒感染的前期。与此同时，抑制剂也降低了病毒蛋白VP39和POLH
的表达，但对极早期基因(IE1)和早晚期基因 GP64 不产生影响。 
1.4.2 NF-κB  
Nuclear factor κB (NF-κB)是一类核转录因子，调节许多基因的表达，而这些
基因对凋亡，病毒复制，肿瘤生成，炎症和各种自身免疫疾病相关。而 NF-κB
在各种压力刺激下活化，压力条件包括生长因子，细胞因子，紫外，药物。哺乳
动物的转录因子 NF-κB 家族由 P50（P105 的处理产物，两者都被称为 NF-κB1），
P52(p100 的处理产物，两者都被称为 NF-κB2，REL(也被称为 cREL)，REL-A(也
被称为 P65)和 REL-B。这些蛋白质二聚化去形成功能的 NF-κB。除了 REL-B 只
能与 P50 或者 P52 有效的结合外，存在所有的同源或异源二聚体组合的可能性，
并且都具有 NF-κB 的活性。每一个 NF-κB 家族的成员都有一个保守的 REL 同源
区（RHD），它包含三种类型的基序：结合特异性 DNA 序列的基序；二聚化的
基序；和一个核定位的基序，也被称为核定位信号（NLS）。P50 型的 NF-κB1 及
P52 型的 NF-κB2 包含仅仅一个 RHD，而 REL、REL-A、和 REL-B 除包含一个
RHD 外，还包含一个转录活化区。在没有刺激的细胞中，大部分的 NF-κB 二聚
体通过与细胞质中三个抑制因子（IκBa、IκBβ、IκBε）中的一个结合而以无活性
的状态存在。这些抑制因子通过它们的锚蛋白区与 NF-κB 二聚体结合，掩盖至
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